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O objectivo do presente trabalho é produzir nanopartículas de PLGA com Doxorubicina pelo 
método de extracção/evaporação por solvente e estudar o efeito dos parâmetros de síntese sobre 
as características das nanopartículas utilizando o desenho de experiências do composto central e 
o programa Statistica para a análise de resultados. 
 
Foram escolhidas como variáveis dependentes o tamanho da partícula, o potencial zeta (Z), o 
carregamento de fármaco e o rendimento de produção e como variáveis independentes a 
concentração de emulsificante (PVA), o volume de emulsificante e o tempo de sonicação.  
 
As nanopartículas produzidas nas condições experimentais dadas pelo desenho de experiências, 
caracterizadas relativamente ao tamanho por DLS, morfologia por SEM, carregamento de 
fármaco e rendimento, apresentam uma forma esférica e uma superfície lisa. Foram construídas 
as curvas de superfície para cada variável dependente utilizando o programa Statistica tendo os 
resultados mostrado que as variáveis independentes com maior efeito nas variáveis dependentes 
são o volume e a concentração de PVA.  
 
Com o objectivo de produzir partículas com valores elevados de Z e de carregamento de 
fármaco com tamanhos entre 120-140nm (A) ou 100-120nm (B), foram seleccionados com base 
nos gráficos de superfície os valores das variáveis independentes 15 ml; 3%(P/V);60s e 4 
ml;3%(P/V);60s, respectivamente.  
 
Nestas condições, as nanopartículas A produzidas apresentaram um tamanho de 125 nm, um 
Z=-11.3mV, um carregamento de fármaco entre 10.23%-12.58% (mg/mg) e um rendimento 
entre 53.8%-59.0%, sendo o Z e o rendimento ligeiramente superiores aos valores esperados. As 
nanopartículas B apresentaram um tamanho de 100 nm, um Z=-9.5mV, um carregamento de 
fármaco entre 19.44%-21.52% (mg/mg) e um rendimento próximo de 26.2%, sendo o 
rendimento ligeiramente inferior ao valor esperado.  
 
Os perfis de libertação de Doxorubicina apresentam uma cinética de 1ª ordem, característica de 
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The aim of this work is to produce PLGA nanoparticles with doxorubicin by the solvent 
extraction/evaporation method and study the effect of experimental parameters on the 
characteristics of nanoparticles using the central composite experimental design and the 
Statistica program to analyze the results.  
 
The dependent variables chosen were the particle size, the zeta potential (Z), the drug load and 
the production yield and the independent variables chosen were the concentration of emulsifier 
(PVA), the volume of emulsifier and the time of sonication. 
 
The nanoparticles produced under the experimental conditions given by the experimental 
design, characterized in size by DLS, in morphology by SEM, in yield and drug load, present a 
spherical shape with a smooth surface. The surface curves were constructed for each dependent 
variable by the Statistica program and the results show that the independent variables with the 
greatest effect in the dependent variables are the volume and the concentration of PVA.  
 
In order to produce particles with the largest value of the zeta potential and drug load ranging in 
size from 120-140 nm (A) or from 100-120nm (B), the independent variable values were 
selected based on the surface curves as 15 ml;3%(w/v);60 s and 4 ml;3%(w/v);60s, respectively.  
 
In these conditions, the nanoparticles A produced had a size of 125 nm, Z= -11.3mV, a drug 
load between 10.23-12.58% (mg/mg) and a yield between 53.8%-59.0%, with the Z and the 
yield being slightly higher than the expected values. The nanoparticles B produced presented a 
size of 100 nm, Z=-9.5 mV, a drug load between 19.44-21.52 % (mg/mg) and a yield of 26.2%, 
slightly lower than the expected value. 
 
The release profiles of Doxorubicin present a first order kinetics, characteristic of a process of 
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A tecnologia de libertação controlada de fármacos representa uma das fronteiras da ciência que 
envolve diferentes aspectos multidisciplinares podendo assim contribuir muito para o avanço da 
saúde humana. Os sistemas de libertação de fármacos oferecem inúmeras vantagens quando 
comparados com outras formulações convencionais.  
Algumas dessas vantagens são: 
 
I. Maior eficácia terapêutica, com libertação progressiva e controlada do fármaco por 
difusão na matriz e/ou por degradação da matriz; 
II. Diminuição significativa da toxicidade e maior tempo de permanência na circulação; 
III. Variedade na natureza e composição dos sistemas que funcionam como protectores do 
fármaco diminuindo assim a sua instabilidade e decomposição (bio inactivação 
prematura); 
IV. Administração segura (sem reacções inflamatórias locais) e conveniente (menor numero 
de doses); 
V. Possibilidade de direccionar os sistemas para alvos específicos; 
VI. Possibilidade de incorporação de substâncias hidrofílicas; 
Estas novas estratégias para o transporte do princípio activo incluem aplicações da ciência de 
colóides nas mais variadas formas tais como emulsões múltiplas e inversas, micro e nanogéis, 
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Têm sido feitos importantes avanços em medicina na área de administração de fármacos com o 
desenvolvimento de formas terapêuticas de libertação controlada. Há uma grande variedade de 
investigações dedicadas à libertação controlada de fármacos e também às várias propriedades 
físicas que influenciam a libertação de fármaco. 
A finalidade dos sistemas de libertação controlada é manter a concentração de fármaco no 
sangue ou nas células alvo no valor desejado o maior tempo possível. Ou seja, eles são capazes 
de exercer um controlo sobre a taxa de libertação de fármaco e sua duração [1]. Assim, é 
possível obter uma cinética de libertação bem definida de forma a que a concentração desejada 
de fármaco seja atingida permitindo um tratamento mais eficaz e mais seguro. Estes sistemas 
são particularmente uteis para a administração de fármaco com efeitos secundários tóxicos 
como os fármacos anti tumorais. 
Os sistemas para libertação controlada de fármaco têm várias vantagens em relação aos métodos 
convencionais de tratamento. As vantagens fundamentais são: administração segura (sem 
reacções inflamatórias locais) e conveniente (menor números de doses);possibilidade de 
direccionamentos para alvos específicos; maior protecção do fármaco à decomposição; 
diminuição significativa de toxicidade e maior tempo de permanência em circulação; controlo 
do princípio activo disponível; maior efeito terapêutico, com libertação gradual e controlada do 
fármaco (Liu et al., 2007). 
Exemplos de sistemas de libertação de fármacos que têm sido desenvolvidos são lipossomas, 
micro e nanopartículas poliméricas, emulsões, micelas poliméricas e fosfolipídicas, 
nanopartículas metálicas, etc. Estes sistemas podem ser utilizados para vários tipos de 
compostos como anticorpos, pequenas moléculas, proteínas, etc. 
As nanopartículas poliméricas oferecem grande resistência e durabilidade e podem ser 
produzidas com uma grande variedade de polímeros biocompatíveis, o que lhes confere grande 
versatilidade de aplicação. Permitem, ainda, a incorporação de vários fármacos e a 
funcionalização da sua elevada área superficial com moléculas de reconhecimento de células 
alvo. As nanopartículas, devido ao seu tamanho, têm a capacidade de extravasar os vasos 
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2.1 Material polimérico 
 
A aplicação de materiais poliméricos para utilização médica tem tido um rápido crescimento e 
tem sido evidenciada em diversos campos como engenharia de tecidos, implantes de 
dispositivos médicos e órgãos artificiais, próteses, oftalmologia, odontologia, regeneração óssea 
e outros. 
Sistemas poliméricos de libertação de fármacos são largamente utilizados e não só permitem 
uma libertação lenta e gradual do ingrediente ativo, como também podem possibilitar o 
direcionamento a alvos específicos do organismo, como sítios de inflamação ou tumor. Os 
polímeros biologicamente degradáveis incluem [4]: 
I. Polímeros naturais: são sempre biodegradáveis como, por exemplo, a celulose e o 
quitosano e são muito utilizados como matrizes em libertação de fármacos.  
 
II. Polímeros naturais modificados: um problema encontrado em polímeros naturais é o seu 
longo tempo de degradação, o que pode ser resolvido adicionando-se grupos polares às 
cadeias, que por serem mais lábeis podem diminuir o tempo de degradação. Outro 
problema encontrado é a sua elevada solubilidade em água. Neste caso podem ser 
modificados por reticulação; Ex: reticulação de gelatina com formaldeído ou de 
quitosano com glutaraldeído. Modificações enzimáticas também são utilizadas, como a 
modificação de quitosano por tirosinase. 
 
III. Polímeros sintéticos: são também largamente utilizados, como, por exemplo, poli 
(etileno), poli (álcool vinílico), poli (ácido acrílico), poli (acrilamidas), poli 
(etinoglicol), poliésteres. No caso dos poliésteres, podem ser constituídos por um 
polímero alifático linear mais simples, como por exemplo o ácido poli glicolítico. O 
monómero é sintetizado a partir da dimerização do ácido glicolítico e a polimerização 
por abertura do anel permite obter materiais de alta massa molar, com aproximadamente 
1-3% do monómero residual. Os co polímeros de ácido glicolítico com ácido l-láctico e 
ácido dl-láctico são os mais utilizados em sistemas de libertação controlada, pois 
apresentam muitas vantagens tais como menor tempo de degradação. Este menor tempo 
de degradação explica-se pela amorfização provocada pela quebra da regularidade entre 
as cadeias na presença do monómero em co polímeros de ácido l-láctico com 25-70% 
em ácido glicolítico.  
A biodegradabilidade dos polímeros é a capacidade de um material ser degradado sob a acção 
de elementos vivos, sendo necessário levar em consideração o meio onde ocorrem as reacções 
para que a biodegradação aconteça. Neste meio devem ser considerados todos os parâmetros 
físicos (temperatura, pressão…), a composição química do meio, além dos parâmetros 
biológicos (acção dos animais, microorganismos…) que se mostram interdependentes. 
Actualmente, os polímeros biodegradáveis com durabilidade em uso e degradabilidade após o 
uso, têm tido um crescente destaque. 
Nas últimas décadas, o Poli (ácido láctico-co- glicólico) (PLGA) tem recebido grande interesse 
na área médica e farmacêutica devido à sua biodegradabilidade, segurança toxicológica, boa 
biocompatibilidade e com taxa de degradação regulável [2]. É um dos poucos aprovados para 
uso clinico em humanos [3]. Hoje em dia, o PLGA é amplamente aplicado em sistemas 
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parentéricos de entrega controlada de fármacos, incluindo nano- e micropartículas, bem como 
implantes e suportes para a engenharia de tecidos [6]. 
A utilização de PLGA em sistemas de libertação controlada de fármacos tem diversas vantagens 
que incluem a possibilidade de controlar a taxa de libertação em períodos que podem variar de 
alguns dias a vários meses e a fácil administração. Os parâmetros de formulação podem variar a 
fim de ajustar os padrões de libertação de fármaco, incluindo o peso molecular do polímero, 
tamanho das nanopartículas, e quantidade de fármaco [3]. 
A estrutura do polímero em estudo, o PLGA (poli (ácido láctico-co-glicólico)), encontra-se 
representada na figura 2.1.  
 
 
Figura 2.1 Formula molecular do poli (ácido láctico-co-glicólico) [5]. 
 
 
2.2 Fármaco anti tumoral modelo: Doxorubicina 
 
A Doxorubicina (estrutura apresentada na figura 2.2) é um antibiótico do grupo das antraciclinas 
que exerce os seus efeitos sobre as células tumorais através de dois mecanismos diferentes. Ele 
actua como agente intercalando ente as bases de ADN, bloqueando assim a síntese de ADN e a 
sua transcrição. O fármaco também inibe a actividade de uma enzima, a topoisomerase tipo II 
levando à quebra do ADN genómico. Ambos os mecanismos resultam na interrupção do ADN, 
o que em última analise pode levar à morte das células. 
A Doxorubicina é útil numa ampla gama de cancros sendo que poucos tipos de cancro não 
respondem ao medicamento. A Doxorubicina é utilizada no tratamento do linfoma de Hodgkin e 
não-hodgkin, cancro da mama, cancro dos ovários, cancro testicular, leucemia aguda, sarcoma 
de tecidos moles, cancro de pulmões, cancro da bexiga, cancro gástrico (estomago), cancro de 
tiróide, hepatoma, tumor de Wilms e neuroblastoma. Em 2007, a FDA também aprovou a 
Doxorubicina em combinação com o bortezomib para o tratamento do mieloma múltiplo [7]. 
A Doxorubicina administrada por via intravenosa é o fármaco modelo utilizado neste trabalho. 
 
Desenho de experiências aplicado à produção de nanopartículas de PLGA para libertação controlada de Doxorubicina 
 
 
  6 
 
Figura 2.2 Estrutura do fármaco anticanceroso, Doxorubicina [8]. 
 
 
2.3 Cinética de Libertação 
 
As cinéticas de libertação podem ser de três tipos: 
o Cinética de ordem zero 
A velocidade de libertação permanece constante até que liberte todo o fármaco. É 
independente da quantidade de fármaco presente na formulação; 
 
o Cinética de meia ordem 
A velocidade de libertação decresce proporcionalmente à raiz quadrada do tempo; 
 
o Cinética de primeira ordem 
A velocidade de libertação é proporcional à quantidade de fármaco que existe na 
formulação e pode ser caracterizada através de um decréscimo exponencial com o 
tempo. 
 
A cinética de libertação depende da difusividade do fármaco no polímero, da geometria e 
tamanho da matriz, da quantidade de fármaco incorporado no interior dessa matriz e se há ou 
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2.4 Método de produção de nanopartículas 
 
Têm sido utilizados vários métodos de produção de nanopartículas poliméricas tais como o 
método de extracção/evaporação por solvente, o de precipitação, o de coacervação, por 
atomização e secagem (spray-dryier) e métodos utilizando tecnologia supercrítica. No entanto, o 
mais utilizado tem sido o método de extracção/evaporação por solvente no qual uma fase 
orgânica contendo polímero e o fármaco é dispersa numa solução aquosa contendo um 
emulsificante sob forte agitação originando uma emulsão óleo em água (o/w). Esta emulsão é 
adicionada a uma solução aquosa contendo o emulsificante e deixada sob agitação magnética 
por 24h. Durante este tempo, o solvente orgânico é extraído para a fase aquosa e evaporado 
permitindo a precipitação do polímero como micro ou nanopartícula contendo no seu interior o 
fármaco. 
No processo de produção das nanopartículas pelo método de extracção/evaporação por solvente, 
os parâmetros experimentais que têm mostrado uma maior influência sobre o tamanho das 
nanopartículas e o carregamento do fármaco são a razão de volume entre as fases orgânica e 
aquosa, a concentração do estabilizante da emulsão e o método e duração de agitação. 
O objectivo do presente trabalho é produzir nanopartículas poliméricas de PLGA com 
Doxorubicina pelo método de extracção/evaporação por solvente e estudar o efeito dos 
parâmetros de síntese sobre o tamanho das partículas e a sua estabilidade (potencial zeta), a 
percentagem de incorporação do fármaco nas nanopartículas e o rendimento do processo. 
De forma a reduzir o grande número de experiências a realizar para os 3 parâmetros 
operacionais, utilizou-se um planeamento de experiências (DOE). A aplicação do método DOE 
em optimização do processamento de nanopartículas é benéfica, particularmente devido ao alto 
custo de experimentação e de complexas estruturas de erro aleatório [4]. 
 
2.5 Desenho de Experiências 
 
Para o desenho de experiências é fundamental conhecer as variáveis independentes importantes 
para os estudos a realizar, assim como os valores dos seus limites inferior e superior. 
Algumas experiências devem ser realizadas a fim de se obter dados sobre as variáveis 
dependentes. A partir desses resultados, devem ser utilizadas técnicas estatísticas de modo a 
poder determinar a relação de dependência das variáveis independentes com as variáveis 
dependentes. O desenho de experiências é uma dessas técnicas, que actualmente é usada em 
grande escala e que permite determinar as variáveis que exercem maior influência no 
desempenho de um determinado processo, tendo como resultados [9]: 
1. Redução da variação do processo e melhor concordância entre os valores nominais 
obtidos e os valores pretendidos; 
2. Redução do tempo do processo; 
3. Redução do custo operacional; 
4. Melhoria no rendimento do processo. 
Desenho de experiências aplicado à produção de nanopartículas de PLGA para libertação controlada de Doxorubicina 
 
 
  8 
Entende-se por experiência (ou ensaio) um teste no qual se efectuam, propositadamente, 
alterações de certas variáveis ou parâmetros do processo (os factores) para observar as 
mudanças que ocorrem numa ou mais características da unidade experimental e identificar as 
respectivas causas. Designa-se por unidade experimental a entidade na qual são feitas as 
medições de uma ou mais características. Os factores podem ser controláveis ou não. Considera-
se um factor controlável, uma variável cujos valores são alterados pelos investigadores com o 
intuito de determinar o efeito numa ou mais respostas. Os valores que o factor assume 
designam-se por níveis (ou tratamentos), podendo estes ser qualitativos ou quantitativos. O 
efeito de um factor é a alteração media observada na resposta quando o factor muda de nível. 
Designa-se resposta o resultado de uma experiência, ou seja, a resposta será a característica da 
qualidade que os investigadores estão interessados em optimizar. Qualquer desenho ou 
planeamento de experiências requer, antes da sua execução, uma abordagem sistemática para 
que a sua aplicação conduza a resultados positivos e encontra-se esquematizado na figura 
seguinte [9]. 
 
Figura 2.3 Estratégia inicial para o planeamento de experiências. 
Após a realização dos ensaios, deve utilizar-se por princípio, a análise de variância para 
tratamento de resultados obtidos. Esta permite determinar de forma objectiva quais os factores 
e/ou interacções que afectam significativamente a(s) resposta(s); posteriormente, é possível 
determinar a combinação de níveis que conduz à maximização dos objectivos pré-estabelecidos. 
Existem vários tipos de planeamento de experiências: 
o Desenho com um factor a vários níveis; 
o Desenho factorial completo; 
o Desenho factorial fraccionado; 
o Método de Taguchi; 
o Otimização simplex; 
o Metodologia de superfície de resposta; 
No estudo presente vai ser avaliada a metodologia de superfície de resposta. 
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2.5.1 Metodologia de superfície de resposta 
 
Usam-se superfícies de resposta quando as variáveis de resposta são influenciadas por muitas 
variáveis independentes e o objectivo é optimizar essas respostas [9]. Se os investigadores 
querem maximizar uma variável de resposta de um determinado processo que seja função de 
dois factores,    e   , utilizam a seguinte equação. 
   (     )                                                               (1) 
Sendo ε o erro observado ou o ruído da resposta  . A superfície que representa a equação 1 é 
chamada superfície de resposta. 
A primeira etapa no uso da metodologia de superfície de resposta é determinar a relação 
matemática entre a variável reposta e as variáveis independentes. É claro que a primeira relação 
a ser pensada é a mais simples, como uma recta. Se esse polinómio de menor grau ajustar bem a 
resposta, então a função será dada por um modelo chamado de modelo de primeira ordem. 
                                                                (2) 
Se houver curvatura no sistema, então o modelo de segunda ordem ou quadrática deverá ajustar-
se melhor aos dados, ficando-se com: 
     ∑     
 
    ∑∑            ∑      
  
                             (3) 
O procedimento de uso do método de superfície de resposta é sequencial, isto é, quando se 
inicia o estudo e se está longe do ponto óptimo da resposta, os dados são bem ajustados para um 
modelo de primeira ordem. Mas como se pretende determinar o ponto óptimo, deve-se procurar 
uma estratégia eficiente de rapidamente se encontrar as condições operacionais ideais que levem 
a isso. Uma vez encontrada a possível região onde o ponto óptimo está, deverá ser adoptado um 
modelo de segunda ordem, para se poder encontrar o ponto óptimo nessa região. A figura 2.4 
apresenta a metodologia que foi descrita. 
 
Figura 2.4 Metodologia de superfície de resposta [10]. 
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2.5.2  Desenho de experiências usando o método do composto central 
 
O planeamento do composto central deve ser utilizado quando se pretende verificar a curvatura 
de um plano, ou seja, quando se pretende verificar a existência de termos quadráticos no modelo 
de regressão. 
Este tipo de planeamento consiste numa parte referente ao planeamento factorial    (ou de um 
planeamento fraccionário, com resolução V), com     orientações,    orientações axiais ou 
estrela e     orientações centrais. A figura 2.5 apresenta os pontos do planeamento do composto 
central para o caso de 2 factores [9]. 
 
Figura 2.5 Pontos experimentais do planeamento do composto central, para duas variáveis independentes. 
Quatro diferentes modelos podem ser testados sequencialmente no planeamento composto 
central: 
a) Somente Termos Lineares dos Efeitos Principais; 
b) Termos Lineares e Quadráticos dos Efeitos Principais; 
c) Termos Lineares dos Efeitos Principais e Interacções de Segunda Ordem; 
d) Termos Lineares e Quadráticos dos Efeitos Principais e Interacções de Segunda Ordem. 
Neste tipo de planeamento, existem dois parâmetros que devem ser especificados: a distância α 
a partir do centro do planeamento até aos pontos axiais e o número de pontos centrais   . 
O parâmetro α é chamado de rotabilidade. É importante para o modelo de segunda ordem 
fornecer previsões, através da região de interesse, que tenham uma variância razoavelmente 
consistente e estável nos pontos de interesse das variáveis independentes. Box e Hunter 
afirmaram que a superfície de resposta de segunda ordem deve ser rotacionável. Isso significa 
que a variância do valor previsto para a resposta é a mesma em todos os pontos das variáveis 
independentes que estejam à mesma distância do centro de planeamento. [9] Ou seja, a variância 
da resposta prevista é constante nas esferas. 
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O planeamento do composto central pode se tornar rotacionável dependendo do valor de α, que 
por sua vez depende do numero de pontos na porção factorial do planeamento. Ele é dado por 
  (  )   . Na realidade, o valor α é ditado principalmente pela região de interesse. 
A rotabilidade é uma propriedade esférica, isto é, é um critério do método, usado quando a 
região de interesse é uma esfera. No entanto, não é importante ter uma rotabilidade exacta para 
se ter um bom planeamento. Na verdade, para uma região esférica de interesse, a melhor escolha 
de α, de um ponto de vista de previsão de variância, é estabelecê-la igual a     . Todos os 
pontos do planeamento factorial e axial ficam sobre uma esfera tendo o planeamento que incluir 
pontos centrais a fim de prover uma variância razoavelmente estável da resposta prevista. 
Geralmente recomenda-se usar de três a cinco pontos centrais. 
Uma outra característica de qualquer planeamento é ser ortogonal. O cálculo de α de modo a 
tornar o planeamento ortogonal é dada pela equação (4): 
  {[(        )
      
   
]
   
 
}
   
                                           (4) 
Sendo    ,    e    o numero de pontos nas porções factorial, axial (ou estrela) e central, 
respectivamente. No caso de haver blocos, α é calculado por: 
  [ (
        
        
)]
 
                                                          (5) 




Na tabela 2.1 encontram-se listados trabalhos de produção de micro e nano partículas utilizando 
desenho de experiências existentes na literatura. 
 
Tabela 2.1 Trabalhos de produção de micro e nanopartículas utilizando desenho de experiências. 








nanopartículas e excipiente na 
alimentação (mg/ml) 








-Teor de humidade no pó 
-Morfologia da partícula 
-Tamanho aerodinâmico de 
partícula  
-Os produtos produzidos com lactose 
e trealose possuíam características 
semelhantes. O manitol mudou os 
efeitos exercidos pela proporção e um 
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-Quantidade de polímero 
-Concentração de MIT 
-Proporção de fase orgânica 
com fase aquosa 
 
Respostas: 
-Tamanho da Nanopartículas 
-Percentagem de incorporação 
do fármaco 
-Tamanho da Nanopartículas varia 
entre 99,47 a 680,7 nm, tendo a 
maioria 99,47 a 188,2 nm; 
-Percentagem de incorporação foi de 
40% a 90,23%; 
-Nanopartículas esféricas, discretas, 
sem agregação, superfície 
morfológica lisa; 
 
-Condições ideais para a produção de 
PEG-PLGA-PEG com MIT em 
relação ao tamanho e % incorporação:  
PEG-PLGA-PEG com 9 mg/ml, MIT 
com 27,5 mg/ml e uma proporção de 
17/2 (v/v). 
[10] 




-Velocidade de agitação 
-Concentração de PLGA 
-Concentração de surfactante 
 
Respostas: 
-Tamanho das micropartículas 
(PLGA) 
-Polidispersão de microesferas 
-Morfologia de PLGA: Partículas 
esféricas, com uma superfície lisa, 
sem poros ou cavidades; 
 
-Tamanho médio das microesferas: 
2,7 a 19,7 µm; 
 
[11] 
-Nano partículas super 
paramagnéticas de 








-Tamanho de partículas 
-Propriedades magnéticas 
  
-Molaridades entre 1,3-1,4 e as taxas 
de homogeneidade entra 7200-9000 
rpm parecem fornecer uma gama 
estável para a produção de 
nanopartículas de magnetite com 
tamanho de partículas semelhante e 
com PVA. 
[12] 
- Nano partículas de 
dialquilaminoalquil-
amina-poli (álcool 
vinílico) -g-poli (ácido 
láctico-co-glicólico) 
carregado com insulina 
Parâmetros: 
-Concentração de polímero 




-Eficiência de encapsulamento 
-Rendimento 
-Potencial zeta 
-Tamanho de partícula 
- O potencial zeta não foi 
significativamente influenciado pelos 
dois parâmetros em estudo; 
-Para cada concentração de polímero 
a eficiência de encapsulação 
aumentou com o aumento de insulina 
no nano complexo, até um máximo. 
Paradoxalmente, as eficiências de 
encapsulamento menor foram 
encontradas com as maiores 
concentrações de polímero; 
-O rendimento é significativamente 
influenciado pela concentração de 
insulina no nano complexo; 
[13] 





- Peso molecular do polímero 
-Quantidade de insulina 




-Eficiência de encapsulamento 
-Rendimento 
-Tamanho de partícula 
-Rutura da partícula 
-O tamanho da partícula não depende 
de nenhuma variável; 
-Quando há uma menor concentração 
de insulina e menor concentração de 
PVA, existe um menor efeito de 
ruptura e um maior efeito na 
eficiência de encapsulamento, mas 
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Tipo de Partículas Variáveis Resultados Referência 






-concentração de PVA 





-Tamanho da partícula 
 
- Sem o PVA o tamanho das 
partículas aumentou 1 µm. 
-Os valores do potencial zeta foram 
ligeiramente negativos, os valores 
mais extremistas do potencial zeta 
foram obtidos quando o poloxamer e 
o carbopol foram utilizados. 
[15] 




-Numero de ciclos de 
homogeneização 






-Tamanho da partícula 
-Eficiência de carregamento do 
fármaco 
-Libertação do fármaco 
-A homogeneização diminuiu o 
tamanho da partícula e a taxa de 
libertação de ciprofloxacina, mas 
aumentou a eficiência de 
encapsulamento. 
 
-A adição de ácido bórico aumentou a 
taxa de libertação de fármacos. 
 
-A razão O/W influenciou a taxa de 
libertação de fármaco, sendo que a 
libertação do fármaco foi mais rápida 




Uma vez que a velocidade de libertação de fármaco é determinada pelas propriedades das 
nanopartículas, sendo as mais importantes o tamanho e o grau de carregamento de fármaco, 
estas últimas foram escolhidas como variáveis dependentes. As outras variáveis dependentes 
escolhidas estão relacionadas com a eficiência do processo de produção e de armazenamento, 
nomeadamente o rendimento e o potencial zeta, respectivamente. Assim, as variáveis 
dependentes escolhidas são: tamanho, potencial zeta, carregamento de fármaco nas partículas e 
rendimento da produção de partículas. As variáveis independentes consideradas neste trabalho 
são a concentração de ácido polivinílico (PVA) (%P/V) na solução aquosa da primeira emulsão 
(% PVA), o volume de solução de PVA (ml) adicionado na formulação da primeira emulsão 
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Para a formação da nanopartículas, foi utilizado o polímero Poli (ácido láctico-co-glicólico) 
(PLGA) e como emulsificante o ácido Polivinilico (PVA), ambos fornecidos pela Sigma-
Aldrich. 
Como solventes foram utilizados o diclorometano e a acetona, com graus de pureza de 99,9% e 
95%, respectivamente, tendo sido fornecidos pela Fluka (Alemanha). 
A Doxorubicina foi fornecida pela Sigma. 
Para a concretização dos ensaios de libertação, foi utilizado uma solução tampão de PBS, 




Foram produzidas partículas de PLGA com Doxorubicina, pelo método de 
evaporação/extracção de solvente variando a concentração de PVA, o volume de PVA e o 
tempo de sonicação. 
 
3.2.1 Preparação de nanopartículas 
 
3.2.1.1 Desenho de experiências para a preparação de nanopartículas de PLGA com 
Doxorubicina 
 
O modelo de planeamento de experiências escolhido para este estudo foi o desenho de 
experiências do composto central. A optimização das condições experimentais na preparação 
das Nanoesferas de PLGA foi feita no programa estatística STATISTICA 8 da StatSoft, 
utilizando-se o Design & Análise de experiências do composto central (superfície de Resposta) 
[10]. 
 
As variáveis dependentes usadas neste trabalho, por se considerar que são as que maior 
influência terão sobre a estabilidade das nanopartículas e a velocidade de libertação do fármaco, 
são: 
                                                     
Este capítulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos assim como procedimentos experimentais baseados em artigos 
já publicados, disponíveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-line”. Os mesmos são reproduzidos com autorização do autor 
e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo. 
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- Tamanho (nm) 
- Potencial Zeta (mV) 
- Carregamento de fármaco (% p/p) 
- Rendimento (% p/p) 
Como variáveis independentes foram escolhidas três variáveis que, em estudos preliminares, 
mostraram maior influência sobre as características das partículas: 
-Concentração de PVA (% P/V) na solução aquosa da primeira emulsão (% PVA) 
-Volume de solução de PVA (ml) adicionado na formulação da primeira emulsão (VPVA) 
-Tempo de sonicação (s) do processo de emulsificação (Tsonicação) 
Os valores dos limites escolhidos para as variáveis independentes, seleccionados a partir de 
resultados preliminares, são apresentados na tabela 3.1. Foram também determinados os valores 
máximos e mínimos para os valores fora do intervalo utilizando um valor de α de 1,682. [17] 
O planeamento de experiências encontra-se na tabela 3.2, onde se apresentam os valores 
utilizados para cada variável independente. 








máximo α Máximo 
% PVA (P/V) 0,28 1,1 2,3 3,5 4,3 
VPVA (ml) 4,3 7 11 15 17,7 
Tsonicação (s) 21,2 40 67,5 95 113,8 
 
Tabela 3.2 Desenho de experiências para as variáveis independentes: %PVA (P/V); VPVA (ml); Tsonicação (s). 
  % PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Exp 1 1,10 7,00 40,00 
Exp 2 1,10 7,00 95,00 
Exp 3 1,10 15,00 40,00 
Exp 4 1,10 15,00 95,00 
Exp 5 3,50 7,00 40,00 
Exp 6 3,50 7,00 95,00 
Exp 7 3,50 15,00 40,00 
Exp 8 3,50 15,00 95,00 
Exp 9 0,28 11,00 67,50 
Exp 10 4,32 11,00 67,50 
Exp 11 2,30 4,27 67,50 
Exp 12 2,30 17,70 67,50 
Exp 13 2,30 11,00 21,20 
Exp 14 2,30 11,00 113,70 
Exp 15 2,30 11,00 67,50 
Exp 16 2,30 11,00 67,50 
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3.2.1.2 Preparação de nanopartículas com Doxorubicina 
 
Preparou-se uma solução de 25mg de PLGA e 2,5mg de Doxorubicina em 500µl de acetona e 
750µl de diclorometano. Esta solução foi adicionada a uma solução de PVA tendo a emulsão 
resultante sido sujeita a sonicação a uma potência de 2000W por um determinado tempo. A 
nanoemulsão resultante foi adicionada a 25 ml de PVA com concentração de 0,25% W/V sob 
ligeira agitação magnética. Decorridas 24 horas de agitação, centrifugou-se a mistura a uma 
velocidade de 10000rpm (Sartorius, Sigma 4K15), durante 4 minutos. De seguida, retirou-se o 
sobrenadante e o precipitado foi lavado 3 vezes com água. O precipitado obtido foi liofilizado. 
Foram preparadas 16 formulações com diferente concentração de PVA, volume de PVA usado 
na 1ª emulsão e tempo de sonicação. Os valores utilizados encontram-se na tabela 3.2. 
 
 
3.2.2 Caracterização das nanopartículas 
 
 
3.2.2.1 Caracterização Morfológica das Nanopartículas por Microscopia 
Electrónica de Varrimento (SEM) 
 
A caracterização morfológica das nanopartículas foi realizada por microscopia electrónica de 
varrimento (SEM), utilizando um microscópio ZEISS 960. As partículas foram colocadas numa 
fita adesiva e cobertas com uma fina camada de ouro/paládio.  
 
 
3.2.2.2  Caracterização do tamanho e carga superficial por Dispersão Dinâmica de 
luz (DLS) 
 
Os valores do Potencial Zeta e do tamanho das nanopartículas foram obtidos por Dispersão 
Dinâmica de Luz (DLS) (Zeta Sider-Nano Series, Model Nano-zs from Malvern Instrumentals). 
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3.2.2.3 Caracterização de Propriedades Cristalinas por Calorimetria de Varrimento 
Diferencial (DSC) 
 
As temperaturas de transição vítrea do polímero de PLGA, foram obtidas por Calorimetria de 
Varrimento Diferencial (DSC), usando Setaram DSC131, equipado com um sistema de análise 
de dados térmicos. Amostras de 10 mg foram colocadas em recipientes de alumínio, seladas e 
aquecidas de -20ºC a 80ºC com uma taxa de aquecimento de 5ºC/min sob uma atmosfera de 
azoto. 
3.2.2.4 Carregamento de doxorubicina 
 
A doxorubicina foi quantificada por espectrofotometria de U.V, ao comprimento de onda de 
482nm no espectrofotómetro Ultrospec 3100 Pro UV/visible. 
A concentração de Doxorubicina na amostra foi calculada utilizando uma recta de calibração 
previamente determinada a partir de soluções padrão de Doxorubicina as concentrações 
encontram-se no anexo 1. 
A massa de fármaco na partícula foi obtida pesando-se aproximadamente 1mg ou 5mg, 
dependendo da quantidade obtida de partículas, e dissolvendo-se em 5ml de diclorometano. 
Posteriormente juntou-se 4ml de água para o polímero precipitar na superfície e com o 
sobrenadante efectuar-se a leitura no espectrofotómetro. Só depois foi possível quantificar a 
quantidade de massa de fármaco na partícula. 
A percentagem de carregamento de fármaco nas nanopartículas foi calculada utilizando a 
equação (6): 
                        ( )  
                             
                  
              ( ) 
 
 
3.2.2.5 Rendimento das partículas 
 
O rendimento das partículas foi calculado a partir da seguinte equação: 
           ( )  
                          
(                               )       





Desenho de experiências aplicado à produção de nanopartículas de PLGA para libertação controlada de Doxorubicina 
 
 
  19 
3.2.3 Ensaios de Libertação 
 
Os gráficos representando as variáveis independentes em função das variáveis dependentes 
obtidos no programa Statistica foram analisados tendo-se escolhido as variáveis dependentes 
óptimas. Foram então produzidas partículas para dois conjuntos de condições óptimas. Foram 
realizados ensaios de libertação de fármaco para os dois tipos de partículas produzidas. 
Assim, pesaram-se 8mg de nanoparticulas contendo fármaco num tubo ao qual foram 
adicionados 7ml de tampão PBS (pH=7,4). Os tubos de amostra foram colocados numa 
incubadora a uma temperatura de 37ºC e a uma velocidade de agitação de 120rpm. 
Foram recolhidas amostras a determinados intervalos de tempo e medida a concentração do 
fármaco nas amostras. As amostras foram centrifugadas durante 6 minutos a uma velocidade de 
11000rpm. Retiraram-se 6ml do sobrenadante e juntaram-se 6ml de tampão PBS fresco ao tubi 
de amostra contendo as nanopartículas. O tubo foi colocado de novo na incubadora. O 
sobrenadante foi analisado por espectrofotometria para a determinação da concentração de 
fármaco, de acordo com 3.2.2.4. 
A percentagem de Doxorubicina libertada foi obtida a partir de medições da concentração de 
fármaco, efectuadas ao longo do tempo, utilizando a equação seguinte. 
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4.1 Caracterização das Nanoesferas 
 
As esferas de PLGA com Doxorubicina obtidas foram caracterizadas em termos morfológicos, 
por microscopia electrónica de varrimento (SEM) e em relação às propriedades cristalinas, por 
calorimetria de varrimento diferencial (DSC). Apresentam-se em seguida os resultados obtidos. 
 
 
4.1.1 Caracterização Morfológica das Nanoesferas 
 
As fotografias das esferas de PLGA com o fármaco Doxorubicina, para as várias experiências 
realizadas, onde se alteraram as variáveis independentes (% PVA, VPVA, Tsonicação),obtidas por 
microscopia estão representadas nas figuras 4.1, 4.3, 4.5 e 4.7. 
 
 
4.1.1.1 Experiência 1 a 4 
 
Esferas de PLGA com Doxorubicina, nas condições seguintes: 
 
  % PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Exp 1 1,10 7,00 40,00 
Exp 2 1,10 7,00 95,00 
Exp 3 1,10 15,00 40,00 
Exp 4 1,10 15,00 95,00 
 
                                                     
Este capítulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos, disponíveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-
line”. Os mesmos são reproduzidos com autorização do autor e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo. 
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Figura 4.1 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 1,1% PVA: a) Exp1 
(VPVA=7ml, Tsonic=40s); b) Exp 2 (VPVA=7ml,Tsonic=95s); c) Exp 3 (VPVA=15ml,tsonic=40s); d) Exp 4 
(VPVA=15ml,Tsonic=95s); 
Observando a figura 4.1, verifica-se que as partículas obtidas têm uma forma esférica 
apresentando uma superfície lisa, o seu aspecto é uniforme homogéneo e encontram-se 
dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 500 nm, de acordo com 
as medições efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas. O gráfico de distribuição 
de tamanhos encontra-se na figura 4.2. 
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4.1.1.2 Experiência 5 a 8 
 
Esferas de PLGA com Doxorubicina, nas condições seguintes: 
  % PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Exp 5 3,50 7,00 40,00 
Exp 6 3,50 7,00 95,00 
Exp 7 3,50 15,00 40,00 
Exp 8 3,50 15,00 95,00 
 
 
Figura 4.3 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 3,5% PVA: a) Exp 5 
(VPVA=7ml, Tsonic=40s); b) Exp 6 (VPVA=7ml,Tsonic=95s); c)Exp 7 (VPVA=15ml,tsonic=40s); d) Exp 8 
(VPVA=15ml,Tsonic=95s); 
Observando a figura 4.3, verifica-se que as partículas para a Exp 5 (Fotografia a) não têm 
qualquer forma apresentando-se aglomeradas, para a Exp 6 (Fotografia b) têm uma forma 
indefinida com a superfície lisa, encontrando-se as partículas muito aglomeradas, para a Exp 7 
(Fotografia c) têm uma forma esférica com a superfície lisa, no entanto algumas têm um aspecto 
irregular e não se encontram completamente dispersas e para a Exp 8 (Fotografia d) têm uma 
forma esférica com a superfície lisa, não têm um aspecto uniforme nem homogéneo e não se 
encontram dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 800 nm para 
a Exp 6 e entre 100nm e 300 nm para as Exp 7 e 8, de acordo com as medições efectuadas 
manualmente a partir das fotografias obtidas e ilustradas na distribuição de tamanhos 
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Figura 4.4 Distribuição de tamanho de esferas para as experiências 6, 7 e 8; 
 
 
4.1.1.3 Experiência 9 a 12 
 
Esferas de PLGA com o fármaco Doxorubicina, nas condições seguintes: 
  % PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Exp 9 0,28 11,00 67,50 
Exp 10 4,32 11,00 67,50 
Exp 11 2,30 4,27 67,50 
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Figura 4.5 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para: a) Exp 9 (0,28% PVA, 
VPVA=11ml, Tsonic=67,5s); b) Exp 10 (4,32% PVA, VPVA=11ml,Tsonic=67,5s); e para 2,30%  PVA: c)Exp 11 
(VPVA=4,27ml,tsonic=67,5s); d) Exp 12 (VPVA=17,7ml,Tsonic=67,5s); 
Observando a figura 4.5, verifica-se que as partículas obtidas para as Exp. 9 e 11 (fotografias a e 
c) têm uma forma esférica com a superfície lisa, não têm um aspecto uniforme nem homogéneo 
e apresentam algum grau de aglomeração, para a Exp 10 (fotografia b) as partículas têm uma 
forma indefinida com a superfície lisa, encontrando-se as partículas muito aglomeradas, para a 
Exp  12 (fotografia d) têm uma forma esférica com a superfície lisa de aspecto uniforme, 
homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 60 nm e 350 nm, de 
acordo com as medições efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas, ilustradas na 
distribuição de tamanhos apresentados na figura 4.6. 
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4.1.1.4 Experiência 13 a 16 
 
Esferas de PLGA com o fármaco Doxorubicina, nas condições seguintes: 
 
  % PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Exp 13 2,30 11,00 21,20 
Exp 14 2,30 11,00 113,70 
Exp 15 2,30 11,00 67,50 
Exp 16 2,30 11,00 67,50 
 
 
Figura 4.7 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 2,3% PVA e VPVA=11ml: a) 
Exp 13 (Tsonic=21,3s); b) Exp 14 (Tsonic=113,7s); c)Exp 15 (tsonic=67,5s); d) Exp 16 (Tsonic=67,5s); 
Observando a figura 4.7, verifica-se que as partículas para a Exp 13 (fotografia a) têm uma 
forma esférica com a superfície lisa, não têm um aspecto uniforme nem homogéneo e 
encontram-se aglomeradas, para as Exp 14 e 16 (fotografias b e d) têm uma forma esférica com 
a superfície lisa, não têm um aspecto uniforme nem homogéneo e não se encontram dispersas e 
para a Exp 15 (fotografia c) têm uma forma esférica com a superfície lisa de aspecto uniforme, 
homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 350 nm, 
de acordo com as medições efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas, ilustradas 
na distribuição de tamanhos apresentados na figura 4.8. 
a) b) 
c) d) 
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Figura 4.8 Distribuição de tamanho de esferas para as experiências 13, 14, 15 e 16; 
A tabela 4.1 apresenta os intervalos e os valores médios de tamanho das nanoesferas obtidos 
pelas medições efectuadas manualmente pela observação das fotos obtidas pelo SEM. 
Tabela 4.1 Intervalos e valores médios de tamanhos das nanopartículas; 




Exp 1 100 – 470 200 
Exp 2 150 – 300 167 
Exp 3 100 – 470 183 
Exp 4 100 – 300 167 
Exp 5 0 – 0 0 
Exp 6 100 – 770 133 
Exp 7 100 – 240 133 
Exp 8 100 – 240 133 
Exp 9 60 – 170 100 
Exp 10 60 – 340 133 
Exp 11 100 – 200 100 
Exp 12 100 – 340 167 
Exp 13 100 – 340 167 
Exp 14 100 – 340 100 
Exp 15 100 – 340 100 
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4.1.2 Caracterização do Tamanho e Potencial Zeta das nanoesferas por 
Dispersão Dinâmica de luz (DLS) 
 
Os valores do tamanho e do potencial zeta obtidos por DLS para as nanoesferas produzidas 
estão apresentados na tabela 4.2. 
 
Tabela 4.2 Tamanho e Potencial Zeta obtidos por DLS; 
 Tamanho DLS (nm) Potencial Zeta (mV) 
Exp 1 327,9 -6,07 
Exp 2 840,6 -5,72 
Exp 3 497,1 -6,20 
Exp 4 332,7 -3,06 
Exp 5 215,2 -5,41 
Exp 6 322,2 -6,76 
Exp 7 1289,9 -5,30 
Exp 8 352,0 -4,73 
Exp 9 323,7 -4,91 
Exp 10 412,3 -6,75 
Exp 11 426,3 -16,98 
Exp 12 315,5 -5,68 
Exp 13 853,1 -6,28 
Exp 14 307,1 -6,62 
Exp 15 424,0 -9,96 
Exp 16 301,7 -9,96 
  
 
O potencial zeta mede o potencial na dupla camada eléctrica que rodeia uma partícula 
carregada. A magnitude do seu valor dá uma indicação da estabilidade do sistema coloidal. 
Quando o seu valor absoluto é elevado as partículas têm tendência a repelir-se, enquanto que 
para valores absolutos baixos poderão agregar-se. Assim, em geral suspensões coloidais estáveis 
apresentam um potencial zeta próximo de 30 mV (podendo ser um valor positivo ou negativo).  
Nas experiências 4, 8 e 9 os valores do potencial zeta medido variam entre 0 e 5 mV, o que pode 
indicar que as nanopartículas poderão apresentar alguma tendência para sofrerem agregação. De 
facto, esta tendência de aglomeração está de acordo com os resultados obtidos por microscopia 
(SEM). 
Na experiência 11 o valor do potencial zeta obtido foi de -16,98 mV, o valor mais elevado. O 
que indica uma maior estabilidade das partículas. 
Nas restantes experiências as nanopartículas apresentaram um potencial zeta entre 5 e 10 mV, o 
que pode indicar alguma instabilidade coloidal e tendência para aglomeração. 
Comparando os valores dos tamanhos obtidos pela medição efectuada a partir da análise das 
imagens de SEM com os valores obtidos por DLS, conclui-se que os valores obtidos por DLS 
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são muito superiores aos obtidos a partir do SEM. O que confirma a agregação das partículas 
em solução aquosa. 
Assim, os valores de DLS obtidos referem-se ao tamanho de agregados e não ao tamanho das 
partículas individuais. Por este facto optou-se por considerar como tamanho das partículas os 
valores medidos por análise das fotografias obtidas por microscopia. 
 
 
4.1.3 Calorimetria de Varrimento de Diferencial (DSC) 
 
Foram caracterizadas as propriedades cristalinas do polímero utilizado na produção das 
nanopartículas, PLGA, por calorimetria de varrimento diferencial (DSC), apresentando-se 
abaixo o termograma correspondente. 
 
Figura 4.9 Termograma obtido por calorimetria de varrimento diferencial (DSC) para o PLGA; 
 
Observando o termograma, verifica-se que a temperatura de transição vítrea (Tg) do polímero, 
PLGA, é de 43ºC, valor característico do PLGA. Este valor representa a temperatura a partir da 
qual o polímero passa de um estado amorfo e quebradiço, apresentando uma estrutura rígida, 
para um estado maleável. 
Como os ensaios de libertação são realizadas a 37ºC, o polímero encontra-se no estado amorfo. 
No entanto, dada a proximidade com a Tg, as suas cadeias deverão apresentar já alguma 
flexibilidade, o que facilitará a velocidade de libertação da Doxorubicina. 
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4.1.4 Resultado das Variáveis dependentes para cada experiência 
 
Na tabela 4.3 são apresentados os valores obtidos para as variáveis dependentes em todas as 
experiências realizadas. 
Tabela 4.3 Variáveis dependentes obtidas nas experiências: Tamanho, potencial zeta, carregamento de fármaco e 
rendimento. 








Exp 1 200 -6,07 5,38% 62,32% 
Exp 2 167 -5,72 4,06% 65,45% 
Exp 3 183 -6,20 3,95% 50,62% 
Exp 4 167 -3,06 4,07% 43,60% 
Exp 5 0,0 -5,41 26,27% 28,33% 
Exp 6 133 -6,76 80,54% 26,69% 
Exp 7 133 -5,30 5,64% 45,27% 
Exp 8 133 -4,73 5,18% 43,48% 
Exp 9 100 -4,91 28,46% 28,35% 
Exp 10 133 -6,75 12,14% 35,59% 
Exp 11 100 -16,98 29,58% 29,80% 
Exp 12 167 -5,68 6,02% 42,02% 
Exp 13 167 -6,28 4,52% 68,85% 
Exp 14 100 -6,62 20,79% 29,12% 
Exp 15 100 -9,96 23,91% 33,12% 
Exp 16 100 -9,96 22,12% 34,64% 
 
 
4.2 Optimização das condições experimentais no Statistica 
 
A optimização das condições experimentais na preparação das nanoesferas de PLGA foi feita no 
programa estatística STATISTICA 8 da StatSoft, utilizando-se o Desenho & Análise de 
experiências usando o método do Composto Central. 
As variáveis independentes (condições experimentais) são a % PVA (P/V), VPVA (ml) e o Tson 
(s). 
 
4.2.1 Desenho de Experiências no Statistica  
 
Para poder aplicar o Desenho de Experiências usando o método do Composto Central, 
escolheram-se os limites superior e inferior das condições experimentais em estudo. Estes foram 
seleccionados com base em estudos preliminares e estão apresentados na tabela 3.1 na seção 
3.2.1.1. 
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O Desenho de Experiências realizou-se no Statistica 8, onde foram seguidos alguns passos para 
a sua execução.  
No programa, clica-se em Statistics e em seguida sequencialmente Industrial Statistica & Six 
Sigma; Experimental Design (DOE); Central Composite, non-factorial, Surface Design. 
Posteriormente, escolheu-se no separador Design Experimental um Design com 3 factores, 1 
bloco e 16 runs (3/1/16), tendo-se em seguida introduzido os valores dos factores (estando estes 
inicialmente na forma padrão) [10]. O programa Statistica constrói assim uma tabela com as 
variáveis independentes a usar nas várias experiências (tabela 3.2 apresentada na seção 3.2.1.1). 
 
 
4.2.2 Análise do Desenho de experiências no Statistica 
 
A análise do Desenho realizou-se no Statistica 8, onde foram seguidos alguns passos para a sua 
execução.  
No programa adicionam-se os valores apresentados na tabela 3.2, como variáveis dependentes, 
para que a partir destas seja feita a análise dos dados. Clica-se em Statistics e de forma 
sequencial em Industrial Statistica & Six Sigma; Experimental Design (DOE); Central 
Composite, non-factorial e Surface Design. Posteriormente, escolheu-se no separador Analise 
Design, clicou-se em Variables e seleccionou-se em variáveis dependentes, tamanho, potencial 
zeta, carregamento de fármaco e o Rendimento, e em variáveis independentes, %PVA, VPVA e 
Tsonicação. Seguidamente pressionou-se o OK, no separador Quick, clicou-se em Anova Table, e 
em Predicted (estimated) Response clicou-se em fitted response surface. [10] Obteve-se assim 
inicialmente, a tabela Anova e de seguida os gráficos de superfície, onde nestes se faz a análise 
das melhores condições experimentais. 
Efectuou-se para cada variável dependente a análise em relação às variáveis independentes. 
 
 
4.2.2.1 Variável dependente: Tamanho das Nanoesferas  
 
Para se efectuar a análise da variável dependente, tamanho, foi necessário construir a tabela 
ANOVA, tabela 4.4. Nesta verificamos qual a variável que tem menor probabilidade de estar 
fora dos limites (neste caso, menor que p=0,25), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a 
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Tabela 4.4 Tabela ANOVA para a variável dependente tamanho 
 
 
Tabela 4.5 Tabela ANOVA condensada para a variável dependente tamanho 
 
 
Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construídos os gráficos de superfície para a 
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Figura 4.10 Gráficos de superfície, para a variável dependente tamanho. o-valores dos limites para as variáveis 
independentes. 
Nos gráficos de superfície obtidos, podemos observar que menores tamanhos são obtidos com 
menores volumes de PVA e maiores concentrações de PVA, e que quanto maior o volume de 
PVA utilizado, maior a concentração de PVA necessária para se obterem nanoesferas de 
tamanho aproximadamente 100 nm. Quanto ao tempo de sonicação, em geral são obtidos 
menores tamanhos para tempos menores, no entanto, esta influência é menos evidente do que no 
caso da concentração e do volume de PVA. 
Assim, observando os gráficos de superfície, podemos concluir que se se pretenderem tamanhos 
de cerca de 100nm, o volume de PVA deverá variar entre os 6 ml e os 10 ml, o tempo de 
sonicação entre os 40 s e os 80 s e a %PVA entre 2% e 3%.  
Estes resultados eram os esperados pois quanto maior a %PVA mais estável é a interface fase 
aquosa/fase orgânica. Esta estabilidade leva a um menor grau de coalescência da emulsão e a 
um menor tamanho das partículas formadas. Relativamente ao Tsonicação há a considerar dois 
efeitos contrários. Por um lado, um maior tempo provocará grande turbulência e assim menores 
tamanhos. Por outro, uma maior turbulência pode provocar maior instabilidade interfacial 
contribuindo para a coalescência das gotas da emulsão, o que leva a um aumento do tamanho da 
nanopartícula. Pelos resultados obtidos, pode verificar-se que com a potência utilizada (2000W) 
o segundo efeito prevalece sobre o primeiro. 
 
 
4.2.2.2 Variável dependente: Potencial zeta das Nanoesferas 
 
Para se efectuar a análise da variável dependente, potencial zeta, foi necessário construir a 
tabela ANOVA, tabela 4.6. Nesta verificamos qual a variável que tem menor probabilidade de 
estar fora dos limites (neste caso, menor que p=0,10), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a 
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Tabela 4.6 Tabela ANOVA para a variável dependente potencial zeta. 
 
 
Tabela 4.7 Tabela ANOVA condensada para a variável dependente potencial zeta. 
 
 
Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construídos os gráficos de superfície para a 
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Figura 4.11 Gráficos de superfície, para a variável dependente potencial zeta. o-valores dos limites para as variáveis 
independentes. 
Nos gráficos de superfície obtidos pode-se observar que a %PVA não afecta e o tempo de 
sonicação afecta pouco o potencial zeta. O volume de PVA mostra grande influência sobre esta 
variável dependente, obtendo-se um maior potencial zeta para valores de volume de PVA 
baixos.  
As condições que permitem uma maximização do potencial zeta, e assim uma maximização da 
estabilidade das partículas produzidas, são um Tsonicação inferior a 60s e um volume de PVA 
inferior a 4ml. 
 
 
4.2.2.3 Variável dependente: carregamento de fármaco 
 
Para se efectuar a análise da variável dependente, carregamento de fármaco, foi necessário 
construir a tabela ANOVA, tabela 4.8. Nesta verificamos qual a variável que tem menor 
probabilidade de estar fora dos limites (neste caso, menor que p=0,10), e desprezam-se as 
restantes, obtendo-se a Tabela ANOVA condensada, tabela 4.9. 
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Tabela 4.9 Tabela ANOVA condensada para a variável dependente carregamento de fármaco. 
 
 
Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construídos os gráficos de superfície para a 
variável dependente carregamento de fármaco, apresentadas na figura 4.12. 
 
     
  
  
Figura 4.12 Gráficos de superfície, para a variável dependente, carregamento de fármaco. o-valores dos limites para 
as variáveis independentes. 
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Apos observação dos gráficos de superfície, podemos concluir que o carregamento de fármaco é 
independente do tempo de sonicação e apresenta uma grande dependência da %PVA e do 
volume de PVA. São obtidos maiores valores de carregamento (> 40%) para baixos volumes de 
PVA e para elevadas %PVA. Para maximizar o carregamento, a %PVA deve ser superior a 
3,5% (p/v)e o volume de PVA deve ser inferior a 4ml. 
 
 
4.2.2.4 Variável dependente: Rendimento 
 
Para se efectuar a análise da variável dependente, rendimento, foi necessário construir a tabela 
ANOVA, tabela 4.10. Nesta verificamos qual a variável que tem menor probabilidade de estar 
fora dos limites (neste caso, menor que p=0,20), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a 
Tabela ANOVA condensada, tabela 4.11. 
Tabela 4.10 Tabela ANOVA para a variável dependente rendimento. 
 
 




 Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construídos os gráficos de superfície para a 
variável dependente rendimento, apresentadas na figura 4.13. 
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Figura 4.13 Gráficos de superfície, para a variável dependente rendimento. o-valores dos limites para as variáveis 
independentes. 
Nos gráficos obtidos pode se observar que o rendimento diminui com o aumento do Tsonicação. 
Um elevado Tsonicação provoca uma maior turbulência o que facilita a perda de polímero e  de 
fármaco para a fase aquosa levando a uma diminuição do rendimento obtido. 
Relativamente ao efeito da %PVA e VPVA verifica-se que para %PVA abaixo de 1%, o 
rendimento é independente do VPVA utilizado e apresenta um valor de rendimento superior a 
35%. No entanto, para %PVA superiores, verifica-se que o aumento da %PVA e do VPVA 
provocam uma diminuição do rendimento. 
Assim, para se obter um rendimento máximo, podemos concluir que se pode utilizar uma 
%PVA elevada com um VPVA baixo, ou uma %PVA baixa com qualquer VPVA. O Tsonicação deve 
ser sempre inferior a 20 segundos. 
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4.3 Caracterização das partículas optimizadas 
 
Após a análise dos gráficos obtidos pelo Statistica, foi possível seleccionar as condições 
experimentais a utilizar na produção de dois tipos de partículas com diferentes tamanhos, esfera 
tipo A com tamanho entre 120-140nm, e esfera tipo B com tamanho entre 100-120nm. 
Efectuou-se uma réplica para cada uma das esferas seleccionadas, para se ter em conta os 
possíveis erros. 
Assim, os valores das variáveis independentes, seleccionados são: 
Tabela 4.12 Valor das variáveis independentes. 
Variáveis Independentes %PVA (P/V) VPVA (ml) Tsonicação (s) 
Esfera A 3% 15 60 
Esfera B 3% 4 60 
 
A que correspondem, de acordo com os gráficos de superfície obtidos, os valores para as 
variáveis dependentes: 
Tabela 4.13 Valor esperado para as variáveis dependentes. 






Esfera A 120-140 6-7 10-20 35-40 
Esfera B 100-120 7-10 20-40 35-45 
 
 
4.3.1 Caracterização morfológica das nanoesferas 
 
As fotografias das esferas tipo A e tipo B de PLGA com Doxorubicina e a sua respectiva 
réplica, obtidas por microscopia estão representadas nas figuras 4.14 e 4.16. 
 
 
4.3.1.1 Esferas tipo A 
 
Esferas tipo A de PLGA com Doxorubicina, estão representadas na figura 4.14. 
Desenho de experiências aplicado à produção de nanopartículas de PLGA para libertação controlada de Doxorubicina 
 
 
  40 
 
 
Figura 4.14 Fotografias das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas por SEM com uma ampliação 
a)x10,000 e b)x30,000, para as esferas do tipo A; e c)x10,000 e d)x30,000, para a réplica das esferas do tipo A; 
Observando a figura 4.14, verifica-se que as partículas obtidas têm uma forma esférica com uma 
superfície lisa. No entanto, o seu aspecto não é uniforme e homogéneo e algumas esferas 
apresentam-se pouco dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre os 75 nm e 
250 nm, de acordo com as medições efectuadas com base nas fotografias do SEM, ilustradas no 
gráfico de distribuição de tamanhos apresentados na figura 4.15. 
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4.3.1.2 Esferas tipo B 
 
Esferas tipo B de PLGA com Doxorubicina, estão representadas na figura 4.17. 
 
 
Figura 4.16 Fotografias das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas por SEM com uma ampliação 
a)x10,000 e b)x30,000, para as esferas do tipo B; e c)x10,000 e d)x30,000, para a réplica das esferas do tipo B; 
Observando a figura 4.16, verifica-se que as partículas obtidas têm uma forma esférica com a 
superfície lisa de aspecto uniforme, homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho 
que varia entre os 75 nm e 200 nm, de acordo com as medições efectuadas com base nas 
fotografias do SEM, ilustradas no gráfico de distribuição de tamanhos apresentados na figura 
4.17. 
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4.3.2 Resultado das Variáveis dependentes para as esferas A e B 
 
Na tabela 4.14 está o resumo dos valores obtidos das variáveis dependentes para cada tipo de 
esfera. 









de fármaco (%) 
Rendimento 
(%) 
Esfera A 125 359,6 -11,3 10,23% 53,78% 
Réplica A 125 - - 12,58% 59,02% 
Esfera B 100 390,7 -9,47 21,52% 26,11% 
Réplica B 100 - - 19,44% 26,28% 
 
Comparando os valores obtidos para as variáveis dependentes com os valores esperados, 
apresentados na tabela 4.13, concluímos que: 
-O tamanho encontra-se no intervalo esperado; 
-O Potencial Zeta obtido é mais elevado do que o previsto, o que representa uma vantagem já 
que maior valor de potencial zeta corresponde maior estabilidade das nanoesferas; 
-A percentagem de incorporação obtida também se encontra no intervalo esperado; 
-O rendimento obtido para as esferas do tipo A é superior e para as esferas do tipo B é inferior 
ao esperado; 
Numa avaliação geral, os valores previstos do tamanho das nanopartículas e a percentagem de 
carregamento de fármaco estão no intervalo esperado. 
 
 
4.4 Ensaios de libertação 
 
Realizaram-se ensaios de libertação para cada tipo de esfera e para a sua respectiva réplica, com 
o objectivo de obter os perfis de libertação da Doxorubicina. 
Os ensaios de libertação realizaram-se com 7ml de Tampão PBS com um pH de 7,4, uma 
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4.4.1 Ensaios de libertação – Esfera tipo A 
 
Nos ensaios de libertação da Doxorubicina utilizaram-se 7,95mg de nanoesferas tipo A e 
8,18mg na sua réplica. A partir das medições da concentração de Doxorubicina efectuadas ao 
longo de tempo, calculou-se a percentagem de Doxorubicina libertada, utilizando a equação 8 
(descrita na secção 3.2.3) 
 
Figura 4.18 Percentagem de Doxorubicina em função do tempo para as esferas do tipo A. 
Na figura 4.18 pode observar-se que o perfil de libertação de Doxorubicina apresenta duas fases. 
A fase correspondente aos primeiros 15 dias, onde a cinética de libertação é de 1ª ordem, é 
característica de um processo de transporte de fármaco por difusão no interior da esfera. Do dia 
15 até ao dia 25, a libertação de fármaco acumulada aumenta linearmente com o tempo, o que 
pode dever-se à degradação do polímero por hidrólise. A partir do dia 25, não se verifica mais 
libertação de fármaco. 
A subida repentina da percentagem de libertação de fármaco observada nos primeiros 3 dias, 
pode ter sido originada pela dissolução do fármaco que pode eventualmente ter ficado adsorvido 
na superfície externa das nanoesferas mesmo depois da lavagem destas. 
 
 
4.4.2 Ensaios de libertação – Esfera tipo B 
 
Nos ensaios de libertação da Doxorubicina utilizaram-se 8,11mg de nanoesferas tipo B e 
7,91mg da sua réplica. A partir das medições da concentração de Doxorubicina efectuadas ao 
longo de tempo, calculou-se a percentagem de Doxorubicina libertada, utilizando a equação 8 
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Figura 4.19 Percentagem de Doxorubicina em função do tempo para as esferas do tipo B. 
Observando a figura 4.19 verifica-se que o perfil de libertação é semelhante ao apresentado para 
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Esfera B
Replica esfera B
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5 Conclusão 
 
Este trabalho teve como objectivo a preparação e caracterização de nanopartículas de PLGA 
para libertação controlada de Doxorubicina, usando o programa Statistica para a optimização 
destas. 
O modelo de planeamento de experiências escolhido para este estudo foi o desenho de 
experiências do composto central. As variáveis dependentes usadas neste trabalho, por se 
considerar que são as que maior influência têm sobre a estabilidade das nanopartículas e a 
velocidade de libertação do fármaco, são o tamanho (nm), o potencial zeta (mV), carregamento 
de fármaco (%p/p) e o rendimento (%p/p). Como variáveis independentes foram escolhidas três 
variáveis que, em estudos preliminares, mostraram maior influência sobre as características das 
partículas, sendo estas a concentração de PVA (% P/V) na solução aquosa da primeira emulsão, 
o volume de solução de PVA (ml) adicionado na formulação da primeira emulsão e o tempo de 
sonicação (s). 
Foram produzidas partículas de PLGA com Doxorubicina, pelo método de 
evaporação/extracção por solvente, de acordo com o planeamento de experiências construído no 
Statistica. As nanopartículas foram caracterizadas relativamente ao seu tamanho por DLS, à 
morfologia por SEM, ao carregamento de fármaco e ao rendimento. As nanopartículas obtidas 
mostraram ter uma forma esférica com uma superfície lisa.  
Procedeu-se à análise dos resultados pelo programa Statistica e foram construídas as curvas de 
superfície para cada variável dependente. Os resultados mostram que as variáveis independentes 
com maior efeito nas variáveis dependentes são o volume e a concentração de PVA.  
Menores tamanhos e maiores carregamentos de fármaco são obtidos com menores volumes e 
maiores concentrações de PVA. Quanto ao tempo de sonicação, em geral são obtidos menores 
tamanhos para tempos menores, no entanto, esta influência é menos evidente do que no caso da 
concentração e do volume de PVA. 
O volume de PVA mostrou igualmente uma grande influência sobre o potencial zeta tendo-se 
obtido um maior potencial zeta para valores de volume de PVA baixos. Já a % PVA e o tempo 
de sonicação mostraram afectar pouco o potencial zeta.  
Relativamente ao carregamento de fármaco, após a observação dos gráficos de superfície, 
podemos concluir que ele é independente do tempo de sonicação e apresenta uma grande 
dependência da % PVA e do volume de PVA. São obtidos maiores valores de carregamento (> 
40%) para baixos volumes de PVA e para elevadas % PVA.  
Nos gráficos de superfície obtidos pode se observar que o rendimento diminui com o aumento 
do tempo de sonicação. Relativamente ao efeito da %PVA e do volume de PVA verifica-se que 
para %PVA abaixo de 1% o rendimento é independente do volume utilizado e apresenta um 
valor de rendimento superior a 35%. No entanto, para % PVA superiores, verifica-se que o 
aumento da %PVA e do volume provocam uma diminuição do rendimento. 
Com o objectivo de produzir partículas com tamanhos entre 120-140nm (tipo A) e entre 100-
120nm (tipo B), os resultados obtidos pelo Statistica foram analisados tendo-se seleccionado 
como valores das variáveis independentes para as esferas tipo A 3% (P/V) de PVA, 15 ml de 
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volume de PVA e 60s de tempo de sonicação, e para as esferas tipo B 3% (P/V) de PVA, 4 ml 
de volume de PVA e 60s de tempo de sonicação. Efectuou-se uma réplica para cada uma das 
esferas seleccionadas, para se ter em conta os possíveis erros. 
Os resultados obtidos para as esferas tipo A e as esferas tipo B estiveram de acordo com o 
esperado. As nanopartículas tipo A produzidas nas condições seleccionadas apresentaram um 
tamanho de 125nm, um potencial zeta de -11.3mV, uma percentagem de carregamento de 
fármaco entre 10.23 % e 12.58% e um rendimento entre 53.8% e 59.0%, sendo o potencial zeta 
e o rendimento ligeiramente superiores aos valores esperados. As nanopartículas tipo B 
produzidas nas condições seleccionadas apresentaram um tamanho de 100nm, um potencial zeta 
de -9.5mV, uma percentagem de carregamento de fármaco entre 19.44 % e 21.52 % e um 
rendimento de cerca de 26.2 %, sendo o rendimento ligeiramente inferior ao valor esperado.  
Nos estudos dos ensaios de libertação verifica-se que as curvas de percentagem de 
Doxorubicina libertada em função do tempo são semelhantes para os dois tipos de esferas e 
apresentam duas fases distintas. A primeira fase corresponde a uma cinética de libertação de 1ª 
ordem, característica de um processo de transporte de fármaco por difusão no interior da esfera, 
e a segunda fase corresponde a uma cinética de libertação de ordem zero, onde a libertação de 
fármaco acumulada aumenta linearmente com o tempo, o que pode ser devido à degradação do 
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A concentração de Doxorubicina na amostra foi calculada utilizando uma recta de calibração 
previamente determinada por espectrofotometria com soluções padrão de Doxorubicina. Os 
valores de concentração de doxorubicina e da absorvância lida a 482nm encontram-se na tabela 
abaixo. 
Tabela 7.1 Valores da solução padrão. 
Amostra Concentração (mg/L) Absorvância 
P1 26,5 0,542 
P2 20,2 0,399 
P3 16,7 0,396 
P4 13,25 0,286 
P5 10,1 0,253 
P6 8,35 0,224 
P7 6,625 0,146 
P8 4,04 0,079 
P9 2,65 0,063 
P10 1,67 0,047 
P11 1,325 0,036 
P12 0,404 0,022 




Figura 7.1 Recta de calibração para o cálculo da concentração de Doxorubicina. 
y = 0,0205x + 0,0161 
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